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cAMP: cyclic adenosine mono phosphate 
cGMP: cyclic glysine mono phosphate 
COPD: chronic obstructive pulmonary disease 
DTT: dithiothreitol 
FBS: fatal bovine serum 
FLG: fillagrin 
H & E: hematoxylin and eosin stain 




NGF: nerve growth factor 
PAR-2: protease activated receptor 2 
PHA-P: phytohemagglutinin-P  
PBS: phosphate buffer saline 
PBMC: peripheral blood mononucleated cell 
RT-PCR: reverse transcription polymerase chain reaction 
Th: helper T 
TNF-: tumor necrosis factor-alpha 
TRPV: transient receptor potential vanilloid  







る。International Study of Asthma and Allergic in Childhood (ISAAC)
による疫学調査では、アトピー性皮膚炎の有病率は、6～7 歳では 7.3%（調









































7.5%に対してアトピー性皮膚炎患者の 21.6%に FLG 変異が認められた




















細胞のアトピー性皮膚炎病態への関与も報告されている(Koga et al., 
2008)。Th17 細胞が急性期のアトピー性皮膚炎患者病変部に浸潤するこ





























下まで C 繊維が侵入していることが報告されており (Roggenkamp et 
al.,2012)、痒み誘発刺激を受容しやすい状態、すなわち痒み過敏状態が
形成されていると考えられている。Table A にあるように痒みを惹起する
物質は種々知られているが (Ishii et al., 2014)、近年 IL-31 トランスジェ
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ニックマウスを用いた研究により、Th2 細胞から産生される IL-31 が痒
みを惹起することが報告された (Szegedi et al., 2012)。IL-31 をマウスに
皮内投与することで持続的な痒みが形成されることや、抗 IL-31 抗体に
よりアトピー性皮膚炎モデルマウスの痒みが抑制されることが報告され







ピー性皮膚炎の痒みにおける PAR-2 の関与が示唆されている (Steinhoff  
et al., 2003)。直接的な痒み誘発物質ではないが、神経成長因子 (Nerve 
Growth Factor, NGF)は痒み伝達神経の伸長や表皮内への進展に関与す
る他、カプサイシン受容体で痒み伝達神経の活動電位発生に関与する
Transient Receptor Potential Vanilloid 1 (TRPV1)の活性化閾値を低下
させるなどして、痒みシグナルを受容・伝達し易い状況を作り出す因子
として注目されている (Rukwied et al., 2013; Roggenkamp et al., 2012; 
Lewin et al., 2014)。痒みをコントロールする為には痒み誘発物質の産生
抑制若しくはその受容体への作用を阻害、あるいは C 繊維など痒み伝達
神経を阻害することが有望であると考えられており、実際に、TRPV1 の






















たのに対して、150 mg 用量投与群 54.5%、300 mg 用量投与群 71.4%で
あったと報告されている。また AN-2728 (Anacor 社)は経口薬の PDE4
阻害剤として PhaseⅢにて開発中であり、PhaseⅡ試験における有効性及
び高い忍容性を示した結果が報告されている。また PhaseⅡにて開発中
のアプレミラスト (Celgene 社)も経口薬として PDE4 阻害剤を Phase2
産生細胞 痒み誘発物質
マスト細胞 ヒスタミン, トリプターゼ, キマーゼ, パパイン








Table B. アトピー性皮膚炎治療剤開発状況 
 
 




スケードを調節している。PDEs は哺乳類では、これまでに 11 種類のア
イソザイムが報告されている。その中で、PDE4 は cAMP を 5’-AMP に
加水分解する酵素であり、炎症・免疫に関わる多くの細胞に分布してい
る (Manning et al., 1999; Abrahamsen et al., 2004; Jin et al., 2005)。そ
の活性が亢進すると細胞内 cAMP 濃度の低下を介して炎症性メディエー
タの産生上昇などが起こり炎症状態を悪化させることが報告されており、
化合物 会社 作用機序 投与 開発状況
デュピルマブ サノフィ ヒト型抗 IL-4受容体抗体 注射 Phase III
AN-2728 アナコア PDE4阻害剤 経口 Phase III
フェザキヌマブ (ILV-094) ロックフェラー ヒト型抗 IL-22抗体 注射 Phase II
CIM-331 中外製薬 ヒト型抗 IL-31受容体抗体 注射 Phase II
QGE-031 ノバルティス ヒト型抗 IgE抗体 注射 Phase II
アプレミラスト セルジーン PDE4阻害剤 経口 Phase II
AN-2898 アナコア PDE4阻害剤 経皮 Phase II
DRM-02 ダーミラ PDE4阻害剤 経皮 Phase II
TA-7906 マルホ PDE4阻害剤 経皮 Phase II
E6005 エーザイ PDE4阻害剤 経皮 Phase II
QAW-039 ノバルティス CRTH2受容体　アンタゴニスト 経口 Phase II
OC-000459 アトピック　セラピューティックス CRTH2受容体　アンタゴニスト 経口 Phase II
ProtoCure ローランティス cis-UCA 経皮 Phase II
K-252a(CT-327) Creabilis TrkA 阻害剤 経皮 Phase II
ASB-17061 第一三共 キマーゼ阻害剤 経口 Phase II
KHK-4577 協和発酵キリン 不明 経口 Phase II
PDI-192 PreCision Dermatology 不明 経皮 Phase II
2894512 Stiefel NSAIDs 経皮 Phase II




ことが報告されている (Grewe et al., 1982)。アトピー性皮膚炎の病態に
おいては様々な免疫・炎症カスケードが働いていることが知られており、
故に PDE4 阻害剤のように幅広い作用スペクトル持つ薬剤に適した疾患
であると考えられる。PDE4 阻害剤はこれまでに喘息や Chronic 





患者の維持療法として販売承認を得ている (Table C)。 
 





化合物 会社 投与 開発状況
ロフルミラスト 武田薬品工業 経口 上市: COPD
アプレミラスト セルジーン 経口 Phase Ⅲ: 乾癬
AN2728 アナコア 経皮 Phase Ⅲ: アトピー性皮膚炎
AN2728 アナコア 経皮 Phase Ⅱ: 乾癬
AN2898 アナコア 経皮 Phase Ⅱ: アトピー性皮膚炎 
レバミラスト グレンマーク 経口 Phase Ⅱ: 喘息, COPD, 関節リウマチ
RPL554 ベローナ 吸入 Phase Ⅱ: 喘息, COPD, アレルギー性鼻炎
IPL455903 ダート　ニューロサイエンス 経口 Phase Ⅱ: 認知症
テトミラスト 大塚製薬 経口 Phase Ⅱ: COPD
TA7906 マルホ 経皮 Phase Ⅱ: アトピー性皮膚炎 
CHF6001 Chiesi 吸入 Phase Ⅱ: 喘息, COPD
DRM02 ダーミラ 経皮 Phase Ⅱ: アトピー性皮膚炎 ,乾癬
E6005 エーザイ 経皮 Phase Ⅱ: アトピー性皮膚炎 
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第１章 E6005 の in vitro 抗炎症作用 
 
序論 
   Phosphoidesterase（PDE）は、細胞内シグナルのセカンドメッセンジャ
ーである環状ヌクレオチド(cAMP や cGMP など)の分解酵素であり、
様々な生理現象の調節に関わっている。これまでのところ、11 サブタイ
プの PDE が哺乳動物で同定されている。 その中でも PDE4 アイソザイ
ムは cAMP 分解酵素として、リンパ球、単球、顆粒球など種々な炎症性
細胞や平滑筋細胞、ケラチノサイトなどの上皮細胞系にも発現し、これ
らの細胞の活性化などに関わっている (Manning et al., 1999; 
Abrahamsen et al., 2004; Jin et al., 2005)。これらの細胞の過剰な活性
化は様々な疾患と関係し、アトピー性皮膚炎では白血球における PDE 活
性の亢進が過剰な炎症反応を惹き起こし(Grewe et al., 1982; Sawai et 

















急性期には Th2 細胞から IL-4、5 などが、慢性期には Th1 から IFN-、
IL-2 などが産生され、病態の悪化や慢性化を惹き起こすことが知られて
いる。また単球は TNFや IL-12 などの pro-inflammatory サイトカイン
を産生することにより、ケラチノサイトからのケモカイン産生を誘導し、
さらなる炎症カスケードの増大を惹き起こすことが知られている










チド(cAMP や cGMP など)の分解酵素であり、様々な生理現象の調節に
関わっている。これまでのところ、11 サブタイプの PDE が哺乳動物で












E6005, E6005-metabolite,  cilomilast 
[4-cyano-4-(3-cyclopentyloxy-4-methoxyphenyl)cyclohexane-1-carboxyl






Figure 1-1. E6005 の化学構造式 
 
Phosphodiesterase (PDE1~5) 活性評価 
各 PDE 酵素は Table 1-1 の通り精製されたものを使用した。 
PDE1は牛脳より、PDE2及びPDE4はU937細胞より、PDE3及びPDE5
はヒト血小板より精製したものを使用した。まず、試験化合物反応バッ
ファー組成：40 mM Tris-HCl (pH 7.8), 3 mM MgCl2, 1 mM DTT, 0.01% 
BSA, 200 mM NH4Cl, 0.1 µM cAMP and 0.1 µCi [3H]cAMP (PDE1~4 
評価)のため/ [3H]cGMP (PDE5 評価のため)に添加した。その後、PDE 












   E6005 の化学構造式については Figure 1-1 の通りである。無細胞系の
PDE (PDE1~PDE5)活性評価系を用いて検討したところ、E6005 は
PDE4 を 2.8 nM の IC50値を以って阻害した。また E6005 の活性代謝物
(E6005-metabolite)もまた、活性本体と同様に 7.9 nM の IC50値を以っ
て PDE4 を阻害した。一方、第一世代 PDE4 阻害剤として知られる
cilomilast は 24 nM であった。PDE1, 2, 3 and 5 に対する 30 M E6005
阻害活性はそれぞれ、46.1  6.2%, 51.6%  4%, 69.4%  5.4%, 57.4%  7.2%





Table 1-1.  Inhibition of PDE isozyme activities by E6005, E6005-metabolite 
and cilomilast 
Compound PDE subtype 
PDE1 PDE2 PDE3 PDE4 PDE5 
E6005  IC50 = 540 nM 
(120–970 nM) 
IC50 = 560 nM 
(250–870 nM) 
IC50 = 270 nM 
(64–470 nM) 
IC50 = 2.8 nM 
(1.6–3.9 nM) 




IC50 = 1400 nM 
(110–2700 nM) 
IC50 = 3000 nM 
(200–5700 nM) 
IC50 = 780 nM 
(370–1200 nM) 
IC50 = 7.9 nM 
(4.4–1.1 nM) 
IC50 = 1000 nM 
(550–1500 nM) 
cilomilast 12.7  6.2% at 
30 µM 
26.6  1.9% at 
30 µM 
6.4  1.8%  at 
30 µM 
IC50 = 24 nM 
(6.1–42 nM) 
19.9  1.6%  at 
30 µM 
Data given as the mean maximum inhibition rate at 30 µM  SEM or mean 
IC50 values (nM) calculated from concentration-inhibition curves from three 











第一世代 PDE4 阻害剤である cilomilast が開発された。喘息や COPD と
いった領域で臨床開発が進められたが、有効血中濃度と嘔吐などの副作
用発現濃度との十分な乖離を得られず、経口剤としての開発は断念され










   アトピー性皮膚炎は湿疹・皮膚炎群に含まれ、その湿疹病変にはリンパ
球や好酸球、マスト細胞などの炎症性細胞の浸潤が認められる。アトピ
ー性皮膚炎の急性期には Th2 細胞が浸潤し IL-4 や IL-5 など産生され、
一方慢性期には Th1 が浸潤し IFN-、IL-2 などが産生されるなど、Th1
細胞や Th2 細胞が複雑に絡み合って病態の悪化や慢性化を惹き起こすこ









E6005, E6005-metabolite, cilomilast [4-cyano-4- (3-cyclopentyloxy- 
4-methoxyphenyl) cyclohexane-1-carboxylic acid]はエーザイ株式会社
筑波研究所にて合成された。Phytohemagglutinin-P (PHA-P) (和光純薬
株式会社、大阪、日本 )、Dynabeads® CD3/CD28 T-cell Expander 






ら静脈血を採取し、50 mL のポリプロピレンチューブ内で、25 mL の血




phosphate buffer saline (PBS)で希釈した。室温で 7 分間、1500 rpm で
遠心分離した後、ペレットを 4 mL の PBS で再懸濁し、細胞懸濁液を別
のチューブに用意した 4 mL のフィコール·パック™PLUS（Amersham 
Bioscience, Uppsala, Sweden）上に重層した。室温で 30 分間、2000 rpm
で遠心分離後、単核細胞を含有する中間相を別のチューブに回収する。
得られた細胞を PBS で洗浄し、室温で 5 分間、1500 rpm で遠心分離す
る。ペレットを Medium A; RPMI-1640 培地 〔(10% fetal bovine serum 
(FBS), penicillin (100 units/mL), streptomycin (100 μg/mL) and 50 




PHA-P：凍結乾燥された PHA-P (50 mg/vial)を 5 mL の滅菌精製水で溶
解し 10 mg/mL を得た。これをさらに Medium A を用いて 4 mg/mL と
した。 
Anti-CD3/CD28 antibody：Anti-CD3/CD28 antibody は Medium A を用
いて 0.125 mg/mL に調製した。 
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LPS：滅菌精製水を用いて 1 mg/mL LPS 溶液を調製した。これをさらに、
Medium A を用いて 100 ng/mL 溶液を調製した。 
 
ヒト末梢血単核球細胞からのサイトカイン産生評価 
96 ウェルマイクロプレートに 60 L の Medium A を添加し、100 L の
末梢血単核球細胞懸濁液を添加した。さらに、20 L の試験化合物溶液若
しくは Vehicle を添加し、37C で 30 分間インキュベートした。その後、
20 L の 4 mg/mL PHA-P 溶液、若しくは 0.125 mL/mL anti-CD3/CD28 抗
体溶液、若しくは 100 ng/mL LPS solution を添加し、37°C、5% CO2条件下
で 24 時間、若しくは 72 時間インキュベートした。インキュベーション
後、培養上清を回収し、培地中のサイトカイン量を Bio-Plex Human 









T: 評価化合物添加ウェルのサイトカイン量 (pg/mL) 
 B: 未刺激ウェルのサイトカイン量 (pg/mL; basal) 





たシグモイド・カーブより算出した。統計解析は、SAS software package 
version 8.2 (SAS Institute Japan Ltd., Tokyo, Japan)により行った。 




   細胞系の評価系としてヒト末梢血単核細胞からのサイトカイン産生に対
して評価したところ、以下の通り、リンパ球からの IL-2、 IL-4、 IFN-、 
TNF産生、また単球からの IL-12、  TNF産生に対する E6005, 
cilomilast, E6005 代謝物(E6005-metabolite)の作用は以下の通りである 





Figure 1-2-1.  Inhibitory effects of E6005 and control articles on 
IL-2 and IL-4 production from anti-CD3/CD28 antibody-stimulated 
PBMCs 
Each data point represents the mean  SEM from three independent 













































































Figure 1-2-2.  Inhibitory effects of E6005 and control articles on IFN- and TNF-α 
production from PHA-P-stimulated PBMCs 
Each data point represents the mean  SEM from three independent 










































































Figure 1-2-3.  Inhibitory effects of E6005 and control articles on IL-12 and TNF-α 
production from LPS-stimulated PBMCs 
Each data point represents the mean  SEM from three independent 











































































Table 1-2.  Inhibitory effects of E6005 and control articles on cytokine production 
from stimulated PBMCs 
 
Each data represents the mean IC50 and 95% CI (nmol/L) from three independent 
experiments performed in triplicate.
 
a








a 3.1 (2.0 - 4.9) 59 (36 - 95) 360 (350 - 370)
IL-4
a 2.7 (0.90 - 8.3) 90 (49 - 160) 340 (240 - 470)
IFN-
b 0.87 (0.015 - 52) 30 (0.22 - 4100) 180 (0.95 - 35000)
TNF-α
b 0.78 (0.38 - 1.6) 26 (15 - 46) 160 (80 - 310)
IL-12
c 0.49 (0.21 - 1.2) 33 (14 - 81) 100 (13 - 820)
TNF-α
c 0.79 (0.085 - 7.4) 82 (4.9 - 1300) 170  (36 - 780)




   臨床で免疫抑制剤であるシクロスポリンが奏功していることからも、T
細胞はアトピー性皮膚炎病態を形成する上で重要な役割を果たしている
ことが考えられる。T 細胞は産生するサイトカインの種類によって Th1
細胞(IFN-, IL-2 など産生)、Th2 細胞(IL-4, IL-5 など産生)に分けられて
おり、両者がお互いを制御することで Th1/Th2 のバランスが保たれ、正
常な皮膚環境が維持されると考えられている。アトピー性皮膚炎病態急
性期には、T 細胞の中でも Th2 細胞が非疹部に浸潤し、Th2 サイトカイ
ンを産生することで、プラズマ B 細胞における IgE のクラススイッチを
誘導し、アレルギー病態を形成することが知られている。また病態慢性
期には、Th1 細胞が IFN-や IL-2 の産生を介して病態形成に関わってい
るとされている(Hijnen et al., 2008)。また単球から産生される IL-12 が





と考えられている。PDE4 阻害剤である E6005 はこれらサイトカイン産
生を幅広く抑制することで皮膚炎症および痒み症状を改善することが期
待される。また無細胞の酵素評価系においては、E6005 と E6005 代謝物
の PDE4 阻害活性は同程度であったが、サイトカイン産生抑制作用につ





   本章においては E6005 の in vitro 活性について、無細胞評価系及び細胞
評価系を用いて評価を行った。E6005 は、第一世代 PDE4 阻害剤

















第２章 E6005 の in vivo における抗皮膚炎症効果 
 
序論 
第一章において E6005 が PDE4 を選択的に阻害こと、及びヒト末梢血単
核球細胞を用いた検討において、白血球からのサイトカイン産生を抑制










いて慢性的なリンパ球の活性化が報告されており、特に Th1 や Th2 の活
性化が関与しているとされている (Allen, 2013)。第一章の in vitro の実










から (Matsuda et al., 1997)、アトピー性皮膚炎のモデルマウスとして広














   ハプテンの一つである oxazolone は皮膚に連続塗布することによって、
Th2 型の皮膚炎症状を誘導することが知られており、また Balb/c マウス
はハプテンの繰り返し塗布により、Th2 反応を起こしやすいとされてい
る (Ivetić et al., 2012)。そこで、アトピー性皮膚炎の病態を模倣する実
験系として、oxazolone を Balb/c マウスマウスに連続塗布することによ




E6005, Cilomilast [4-cyano-4- (3-cyclopentyloxy-4-methoxyphenyl) 
cyclohexane-1-carboxylic acid]はエーザイ筑波研究所において合成され






物を試験に使用した。飼育環境条件は、温度 (23  3℃)、湿度 (55  15)、









マウスの両耳介部に、ピペットマンを用いて 10 L の 0.3% oxazolone 溶
液を塗布し、初回感作を行った。続いて初回感作より 5、8、12、15、19
日目において 0.1% oxazolone 溶液を右耳介部に塗布し、皮膚炎の誘導を
行った。 
E6005 をアセトン：エタノール=1:1 溶媒を用いて溶解し 0.01、0.03、0.1%
溶液を調製した。oxazolone の初回感作から 5 日目以降 19 日目まで、10 
L の E6005 溶液(0.01~0.1%)もしくはアセトン：エタノール=1:1 溶媒を
連日投与した（oxazolone 塗布日には oxazolone 塗布の 4 時間前及び 4






   耳介皮膚をホモジュナイズし、RNeasy mini kit (Qiagen, Germantown, 
MD を用いて全 RNA を抽出した。RT-PCR は TaqMan® Reverse 
Transcription Reagents (Applied Biosystems, Hammonton, NJ)を用い





   18S ribosomal RNA (cat no. 4333760F) 
IL-1 (cat no. Mm00434228) 
IL-4 (cat no. Mm00445260) 




ribosomal RNA の発現レベルを用いて標準化し、2-CT method を用い
て算出した。 





   E6005 の抗炎症作用を in vivo レベルで評価するために、ハプテン誘発接











Figure 2-1-1. Topical effect of E6005 ointment on oxazolone-induced ear 
inflammation 
Ten µL of 0.01% E6005 ointment (■), 0.03% E6005 ointment (▲), 0.1% 
E6005 ointment (●), or vaseline-based vehicle ointment (♦) was applied 5 
times per week from day 5 to day 15 in BALB/c mice. Results are expressed 
as the mean  SEM (n = 9 or 10). The degree of dermatitis was evaluated by 





Figure 2-1-2. Topical effect of E6005 ointment on oxazolone-induced ear 
inflammation 
At the end of the experiment, skin tissues were collected for mRNA 
expression analysis. mRNA expression of IL-1, IL-4, VCAM-1 and 
ICAM-1 in homogenates from inflamed skin was measured. The results 
are expressed as mean  SEM (n = 9). Static analysis was performed by 
Dunnett’s multiple comparison test. *p < 0.05 versus the vehicle-treated 





   皮膚炎部位において、IL-1は炎症性サイトカインとしてケラチノサイト
からの様々なケモカイン産生を促がし(Shimada et al., 2003; Nambu et 
al., 2006)、IL-4 は B 細胞からの抗体産生に関わる他、VCAM-1 など接
着分子の発現を亢進し他の免疫細胞の浸潤を促がすなどして病態形成に
関わっていると考えられる(Chan et al., 2001; Chen et al., 2010)。第一章
において、E6005 はリンパ球や単球からのサイトカイン産生を抑制する
効果を見出している。本研究においても、皮膚炎部位に浸潤したリンパ












   NC/Nga マウスは古くはニシキネズミと呼ばれ、本邦においてペットと
して飼育されてきた愛玩用ネズミを起源とするマウスである。ニシキネ
ズミの頭文字 N、毛色のシナモンの頭文字 C を取り、1957 年に名古屋大
学の近藤らの研究グループにより純系化されたことから、NC/Nga マウ
スとして命名されている。近年、東京農工大学の松田ら研究グループに
より、通常環境下 (Conventional）において飼育された NC/Nga マウス
が自然発症的に掻痒を伴った皮膚炎を生じ、臨床的・病理学的にアトピ










Oxazolone は Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)より購入した。 
 
実験動物 





試験に使用した。飼育環境条件は、温度 (23  3℃)、湿度 (55  15)、照






Oxazolone をアセトン溶媒により 0.3%溶液を調製した。NC/Nga マウス
の両耳介部に、ピペットマンを用いて 50 L の 0.3% oxazolone 溶液を塗
布し、初回感作を行った。続いて初回感作より 5、8、12、15 日目におい
て 0.3% oxazolone 溶液を左耳介部に塗布し、接触皮膚炎の誘導を行った。
初回感作から 8日目の oxazolone溶液塗布 (3rd challenge)前にマウスの
爪を切除した。皮膚炎の重症度は、紅班、浮腫、擦過傷、糜爛などの皮
膚炎症状を、無症状：0、軽度：1、中等度：2、重度：3 の 4 段階でスコ
ア化し、その合計点数を当該マウスの皮膚炎スコアとした。また擦過傷、
糜爛について抽出したスコアを掻破関連スコアとした。皮膚炎スコアリ





   無処置群においては、ハプテン oxazolone 塗布による顕著な皮膚炎の誘
導が認められたが、爪を切除した群においては、皮膚炎誘導初期のタイ
ミングから皮膚炎病態形成の抑制傾向が認められた。皮膚炎誘導から 8
日目の時点で、無処置マウスの皮膚炎スコアは 3.3 ± 0.75 であったのに
対し、爪切除群においては 1.6 ± 0.65 と有意に皮膚炎が抑制されていた
(Figure 2-2A)。また、皮膚炎スコアの中でも掻破行動と特に関連する擦
過傷、糜爛スコアに注目して合計スコアから抽出して再解析を行ったと
ころ、無処置マウスの掻破関連スコアは 1.57 ± 0.57 であったのに対し、











Figure 2-2. Toenail clipping ameliorated the development of dermatitis in 
NC/Nga mice 
NC/Nga mice with nails (♦) or without nails (■ ) were sensitized and 
challenged with oxazolone. Severity of dermatitis was scored according to the 
following symptoms: erythema/hemorrhage, dryness, wound, scab, and 
oozing. The dermatitis score was recorded from the day of the 3rd challenge 
to the end of the experiment. The mean severity score of dermatitis in mice 
without nails (1.6 ± 0.65) was significantly lower compared to that of 
non-treated mice (3.3 ± 0.75) at the endpoint. Results are expressed as the 
mean  SEM (n = 14). B) Excoriation score, scratch related skin symptom 
were re-analyzed. The mean wound and oozing score without nails (0.98 ± 
0.53) was significantly lower than that of with nail mice (1.57 ± 0.57). 
Static analysis was performed by unpaired t-test. *p  0.05 versus the ‘with 






















る E6005 の抗皮膚炎症作用 
 
背景 
第 2 章第 1 節において、E6005 が IL-4 や IL-1、接着分子の発現抑制を
介して、パプテン誘発皮膚炎改善効果を有することを確認した。そこで
よりアトピー性皮膚炎に近いモデルとして、NC/Nga アトピー性皮膚炎







Oxazolone, tacrolimus は Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)より購入し




動物は、6~8 週齢の NC/Nga 雌マウス (日本エスエルシー株式会社、静
岡、日本)より購入し、入手後は検疫及び馴化のための 7 日間の予備飼育
期間を設け、一般状態の異常を認めず、順調な体重増加を示した動物を
試験に使用した。飼育環境条件は、温度(23  3℃)、湿度(55  15)、照明








Oxazolone をアセトン溶媒により 0.3%溶液を調製した。NC/Nga マウス
の両耳介部に、ピペットマンを用いて 50 L の 0.3% oxazolone 溶液を塗
布し、初回感作を行った。続いて初回感作より 5、8、12、15 日目におい
て 0.3% oxazolone 溶液を左耳介部に塗布し、接触皮膚炎の誘導を行った。 
E6005 をアセトン：エタノール=1:1 溶媒を用いて溶解し 0.03、0.1、0.2%
溶液を調製した。また tacrolimus をアセトン：エタノール=1:1 溶媒を用
いて溶解し 0.1%溶液を調製した。oxazolone の初回感作から 12 日目以降
18 日目まで、15 L の E6005 溶液(0.03~0.2%)、0.1% tacrolimus 溶液も
しくはアセトン：エタノール=1:1 溶媒を連日塗布した。皮膚炎の重症度
は、紅班、浮腫、擦過傷、糜爛などの皮膚炎症状を、無症状：0、軽度：
1、中等度：2、重度：3 の 4 段階でスコア化し、その合計点数を当該マ
ウスの皮膚炎スコアとした。皮膚炎スコアリングは初回感作から 12 日目




マウスのバリア機能を傷害する為に 150 Lの 4%SDS 溶液を塗布してか




同様にして 4%SDS 溶液塗布後に Dfb 軟膏剤を塗布し皮膚炎の誘導を行
った。E6005 をアセトン：エタノール=1:1 溶媒を用いて溶解し 0.03、0.1
溶液を調製した。oxazolone の初回感作から 12 日目以降 18 日目まで、
15 L の E6005 溶液(0.03~0.2%)若しくはアセトン：エタノール=1:1 溶
媒を連日塗布した。皮膚炎の重症度は、紅班、浮腫、擦過傷、糜爛など
の皮膚炎症状を、無症状：0、軽度：1、中等度：2、重度：3 の 4 段階で
スコア化し、その合計点数を当該マウスの皮膚炎スコアとした。皮膚炎
スコアリングは初回感作から 14、17、21 日目の薬剤塗布前に実施した。











   ハプテン誘発 NC/Nga 皮膚炎における E6005 の治療的薬物効果 
Oxazolone の連続塗布によりアトピー性皮膚炎様症状が誘導された。各
スコアにおける代表例を Figure 2-3-1 に示した。E6005 は皮膚炎が発現
してから治療的投与スケジュールにて塗布された。治療開始から 7 日目
における vehicle 塗布群の皮膚炎スコアは 4.5 ± 0.4 であったが、0.003%, 
0.01% and 0.03% E6005 塗布群の皮膚炎スコアは 4.3 ± 0.4, 3.4 ± 0.4, and 2.8 
± 0.4 であり、E6005 塗布により用量依存的な有意な皮膚炎の治療改善効
果が認められた(Figure 2-3-2)。 
 
ハプテン誘発 NC/Nga 皮膚炎における tacrolimus との薬物効果比較 
   E6005 の皮膚炎抑制効果について、すでにアトピー性皮膚炎治療軟膏剤
として承認が得られている tacrolimus との薬効比較を行った。薬物投与
は皮膚炎スコアが 3 程度となった後から、治療的スケジュールにて実施
された。投与開始から 7 日目における vehicle 塗布群の皮膚炎スコアは
5.0 ± 0.8 であったが、0.1% tacrolimus 塗布群における皮膚炎スコアは
3.1 ± 0.9、0.03% and 0.1% E6005 塗布群のスコアはそれぞれ 3.2 ± 0.8, 
2.5 ± 0.7 であった。vehicle 塗布群スコアとの統計比較において、0.1% 
E6005 塗布群においてのみ有意差が認められたことから、少なくとも
tacrolimus と同等以上の薬物効果が E6005 に認められた(Figure 2-3-2a)。
またアトピー性皮膚炎の典型的な病理所見の一つである表皮肥厚に関し
て、投与開始 7 日目における vehicle 塗布群無疹部における表皮厚は 23.5 
± 1.2 m であったのに対し、皮疹部の表皮厚は 58.9 ± 3.4 m であった。
一方、0.1% tacrolimus 塗布群における表皮厚は 45.0 ± 3.8 m、0.03% 
44 
 
and 0.1% E6005 塗布群の表皮厚はそれぞれ 48.6 ± 3.1 m, 46.1± 1.8 m
であり、0.1% tacrolimus 塗布群及び 0.03, 0.1% E6005 塗布群において
vehicle 塗布群との有意差が認められた(Figure 2-3-3)。 
 
ダニ抽出物誘発 NC/Nga 皮膚炎における E6005 の治療的薬物効果 
ダニ抽出物の連続塗布により紅班、浮腫、擦過傷、糜爛といったアトピ
ー性皮膚炎様症状が誘導され、感作開始から 14 日目にはプラトーに達し
た。各皮膚炎スコアにおける代表例を Figure2-3-4 に示した。E6005 軟
膏は皮膚炎が発現してから治療的投与スケジュールにて塗布された。治
療開始から 7日目における vehicle塗布群の皮膚炎スコアは 4.6 ± 0.7であ
ったが、0.03%, 0.1% E6005 塗布群の皮膚炎スコアはそれぞれ 3.7 ± 0.7, 2.3 
± 0.6 であった。0.1%E6005 塗布において有意な皮膚炎治療改善効果が認
められた(Figure 2-3-5a)。また表皮肥厚に関して、投与開始 7 日目にお
ける vehicle 塗布群無疹部における表皮厚は 25.7 ± 1.1 m であったが、
皮疹部の表皮厚は 66.3 ± 4.1 m であった。一方、0.03% and 0.1% E6005
塗布群の表皮厚はそれぞれ 64.1 ± 4.5 m, 48.2 ± 3.8 m であり、0.1% 








Figure 2-3-1.  Representative macroscopic feature of skin lesion in NC/Nga 





Figure 2-3-2. Therapeutic effect of topically applied E6005 on 
oxazolone-induced dermatitis score in NC/Nga mice 
Fifteen microliters of 0.003% E6005 ointment (■), 0.01% E6005 ointment 
(▲), 0.03% E6005 ointment (●), or Vaseline based-vehicle ointment (♦) was 
administrated once a day from day 12 to day 18 onto the ears of NC/Nga mice 
that were sensitized and challenged with oxazolone as described in Materials 
and Methods. Skin lesion was scored according to the following symptoms: 
erythema/hemorrhage, excoriation, and oozing/crusting, and evaluated as 
described in Materials and Methods. Results are expressed as the mean  
SEM (n = 19 or 20). Static analysis was performed by Dunnett’s multiple 







Figure 2-3-3.  Comparison of therapeutic effect of E6005 with tacrolimus in 
the oxazolone-induced dermatitis model 
Fifty microliters of 0.03% E6005 solution (▲), 0.1% E6005 solution (■), 0.1% 
tacrolimus solution (●), or acetone/ethanol based-vehicle solution (♦) was 
administered in single daily doses from day 12 to day 18 onto the rostral 
back of NC/Nga mice. Each compound was dissolved in a 1:1 acetone/ethanol 
solution. (a)The severity of dermatitis was evaluated based on four skin 
symptoms (erythema/hemorrhage, excoriation, edema, and induration). (b)At 
the end of the experiment, skin tissues were collected from the rostral back 
for H&E staining. Epidermal thickness was determined by measuring 20 
spots on the epidermis on the H&E-stained slides. Non–challenged area in 
control group was used as un-involved control. Results are expressed as the 
mean  SEM (n = 14 or 15). Static analysis was performed by Dunnett’s 





Figure 2-3-4.  Representative macroscopic feature of mite extract induced- 






Figure 2-3-5.  Therapeutic effect of topically applied E6005 on mite-induced 
dermatitis 
Fifty microliter of 0.03% E6005 solution (▲), 0.1% E6005 solution (■) or 
acetone/ethanol based-vehicle solution (●) were applied once daily from day 
14 to day 21 to the rostral back of NC/Nga mice that were sensitized and 
challenged as described in Materials and Methods. Each compound was 
dissolved in a 1:1 acetone/ethanol solution. (a)Severity of dermatitis was 
evaluated on day 21 according to four skin symptoms (erythema/hemorrhage, 
excoriation, popular/induration, and edema) on rostral back and scored on a 
scale of 0–3 (0 = none, 1 = slight, 2 = moderate, and 3 = severe). (b)At the end 
of the experiment, dorsal skin tissues were collected for H&E staining. 
Epidermal thickness of the rostral back of mice was determined by 
measuring 20 spots in the interfollicular epidermis on H&E-stained slides. 
Results are expressed as the mean  SEM (n = 18 or 19). Static analysis was 












IL-4 が表皮肥厚に関与するとの報告があり(Gao et al., 2004)、in vitro, in 
vivo において E6005 の IL-4 産生・発現抑制効果が認められていること











において E6005 は tacrolimus と同等の皮膚炎治療効果を示し、より臨
床に近いダニ抽出物により誘発した皮膚炎に対しても有意な皮膚炎治
療効果を確認することができ、アトピー性皮膚炎治療薬としての可能








第３章 E6005 の抗掻痒効果 
 
序論 






に、第 2 章第 2 節において、掻破行動が皮膚炎病態を悪化させることを
確認している。痒みは病態を悪化させるだけでなく患者の心理的障害に
























受容体がケラチノサイトに発現していること(Tominaga et al., 2007)、ま
たオピオイド拮抗薬がアトピー性皮膚炎患者の痒みを抑制することなど













動物は、6~8 週齢の NC/Nga 雌マウス (日本エスエルシー株式会社、静
岡、日本)より購入し、入手後は検疫及び馴化のための 7 日間の予備飼育
期間を設け、一般状態の異常を認めず、順調な体重増加を示した動物を
試験に使用した。飼育環境条件は、温度(23  3℃)、湿度(55  15)、照明






Oxazolone をアセトン溶媒により 0.5%溶液を調製した。NC/Nga マウス
の両耳介部に、ピペットマンを用いて 50 L の 0.3% Oxazolone 溶液を塗
布し、初回感作を行った。続いて初回感作より 4 及び 7 日目に 0.3% 
oxazolone 溶液を左耳介部に塗布し、皮膚炎の誘導を行った。初回感作よ
り 10 日目に 10 mg/kg terfenedine 若しくは 0.5, 1.5 mg/kg naloxone を
腹腔内投与し、 その 15-30 分後に 0.3% oxazolone 溶液を塗布、その後
直ちに掻破行動を 2 時間測定した。 













   Vehicle 投与群における掻破行動回数(671  154 回/2 時間)では、acetone
塗布による掻破行動非惹起群(138  50 回/2 時間)と比較して有意に掻破
行動回数が増加していた。10 mg/kg terfenadine 投与群における掻破行
動回数(641  103 回/2 時間)は、vehicle 投与群と比較して有意な差は得ら
れず、掻破行動の抑制効果は認められなかった (Figure 3-1-1)。 
Vehicle 投与群における掻破行動回数(959  233 回/2 時間)では、acetone
塗布による掻破行動非惹起群(239  68 回/2 時間)と比較して有意に掻破
行動回数が増加していた。3 mg/kg naloxone 投与群における掻破行動回
数(392  57 回/2 時間)及び 10 mg/kg naloxone 投与群における掻破行動
回数(377  86 回/2時間)はvehicle投与群と比較して有意に掻破行動回数





    
 
Figure 3-1-1.  Anti-pruritic effect of terfenadine was not observed in 
NC/Nga mice model.  
To investigate the effect of anti-Histamine drug on scratching behavior in 
NC/Nga mice, 10 mg/kg terfenadine was administrated before 3rd challenge, 
and then scratching behavior was evaluated. Results are expressed as the 
mean  SEM (n = 16). Static analysis was performed by unpaired t-test. *p  






Figure 3-1-2.  Anti-pruritic effect of naloxon was observed in NC/Nga mice 
model.  
To investigate the effect of naloxone on the scratching behavior in NC/Nga 
mice, 3 or 10 mg/kg naloxone was administrated before 4th challenge, and 
then scratching behavior was evaluated. Results are expressed as the mean 
 SEM (n = 16). Static analysis was performed by Dunnett’s multiple 













が報告されているが(Tominaga et al., 2007)、オピオイド拮抗薬である










る E6005 の抗掻痒作用 
背景 
   第二章までに、E6005 のアトピー性皮膚炎様症状に対する改善効果を見
出してきた。そこで、前節においてアトピー性皮膚炎の掻痒モデルとし











動物は、6~8 週齢の NC/Nga 雌マウス (日本エスエルシー株式会社、静
岡、日本)より購入し、入手後は検疫及び馴化のための 7 日間の予備飼育
期間を設け、一般状態の異常を認めず、順調な体重増加を示した動物を
試験に使用した。飼育環境条件は、温度(23  3℃)、湿度(55  15)、照明







Oxazolone をアセトン溶媒により 0.5%溶液を調製した。NC/Nga マウス
の両耳介部に、ピペットマンを用いて 50 L の 0.3% Oxazolone 溶液を塗
布し、初回感作を行った。続いて初回感作より 4、7 日目において 0.3% 
Oxazolone 溶液を左耳介部に塗布し、皮膚炎の誘導を行った。 
Oxazolone の初回感作から 10 日目に、10 L の E6005 軟膏(0.003%、
0.01%、0.03%)もしくはワセリン媒体軟膏を塗布した。4~5 時間後に 0.3% 
Oxazolone 溶液を塗布し、その後直ちに掻破行動を 2 時間測定した。 
    
掻破行動の評価（E6005 及び対照薬の評価） 
Oxazolone をアセトン溶媒により 0.5%溶液を調製した。NC/Nga マウス
の両耳介部に、ピペットマンを用いて 50 L の 0.3% oxazolone 溶液を塗
布し、初回感作を行った。続いて初回感作より 4、7 日目において 0.3% 
oxazolone 溶液を左耳介部に塗布し、皮膚炎の誘導を行った。 
E6005 をアセトン：エタノール=1:1 溶媒を用いて溶解し 0.003、0.01、
0.03%溶液を調製した。また forskolin, betamethasone roflumilast をア
セトン：エタノール=1:1 溶媒を用いて溶解し、それぞれ 4%、0.12%、0.1%
溶液を調製した。Oxazolone の初回感作から 10 日目に、10 L の評価化
合物溶液もしくはアセトン：エタノール=1:1 溶媒を塗布した。1 時間後





















時間当りの掻破行動回数が 430  51 回であったのに対して、
vehicle+oxazolone 塗布群（コントロール群）においては 1164  101 回
と有意に掻破行動回数が上昇していた。掻破行動惹起前に予め E6005 を
塗布した群に於いては、0.003%E6005塗布群で 679  89回、0.01%E6005
塗布群で 654  117 回、0.03%E6005 塗布群で 496  70 回とコントロー
ル群と比較して有意な掻破行動抑制効果が認められた(Figure 3-2-1)。 
Forskolin, roflumilast, betamethasone の抗掻痒効果について検討した。
Vehicle+アセトン塗布群では 2 時間当りの掻破行動回数が 169  23 回で
あったのに対して、vehicle+oxazolone 塗布群（コントロール群）におい
ては 638  100 回と有意に掻破行動回数が上昇していた。0.1% E6005 を
塗布した群に於いては 207  40 回と、コントロール群と比較して有意な
掻破行動が認められた。また PDE4 阻害剤である 0.1% roflumilast もま
た 271   42 回と有意な抑制効果を示し、アデニル酸シクラーゼを活性
化させて cAMP濃度を上昇させる 4% forskolinもまた 283  63回と有意





Figure 3-2-1. Effect of compounds on oxazolone-induced scratching behavior 
in NC/Nga mice 
Ten µL of E6005 ointment (from 0.003 to 0.03%) or Vaseline-based vehicle 
ointment was applied on the ear of NC/Nga mice that were sensitized and 
challenged with oxazolone as described in Materials and Method. Scratching 
behavior was induced 4–5 h after the administration of each compound and 
then evaluated for 2 h. Static analysis was performed by Dunnett’s multiple 
comparison test. *p  0.05 versus the vehicle-treated and oxazolone 
challenged group. 
 






Figure 3-2-2. Effect of compounds on oxazolone-induced scratching behavior 
in NC/Nga mice 
Acetone/ethanol based-vehicle solution, 0.12% betamethasone solution 
(BETA), 4% forskolin solution (FORS), 0.1% roflumilast solution (ROFL), or 
0.1% E6005 solution was administered to the ear of NC/Nga mice that were 
sensitized and challenged. Each compound was dissolved in a 1:1 
acetone/ethanol solution. Scratching behavior was induced 1 h after the 
administration of each compound and then evaluated for 2 h. Results are 
expressed as the mean  SEM (a, n = 24; b, n = 15). Static analysis was 
performed by unpaired t-test. #p  0.05 versus the vehicle-treated and 







   皮膚炎を誘発したNC/Ngaマウスにおける掻破行動をMicroActシステム
により客観的に測定し E6005 の効果を検証したところ、E6005 単回塗布
により即時的な抗掻痒効果が認められた。また、cAMP を上昇させる薬
剤である forskolin や他の PDE4阻害剤Roflumilastも同様に有意な掻破







いことが既に報告されている(Shichijo et al., 1999)。表 1 の通り、ケラチ
ノサイトも多くの痒み誘発物質を放出することで痒み病態の形成に寄与
していると考えられており、PDE4 発現がケラチノサイトにも認められ













   本章において、NC/Nga マウスのアトピー性皮膚炎に生じる痒みモデル
としての妥当性を確認し、この NC/Nga モデルを用いて、E6005 の即時
的な掻破行動の抑制効果を確認した。さらにこの掻破行動抑制効果が、







第４章 E6005 の痒み抑制機序の検討 
 
序論 
   前章において、NC/Nga アトピー性皮膚炎モデルマウスにおける E6005
の抗掻痒作用を確認した。PDE4 阻害剤である roflumilast や cAMP 上昇
作用を持つ forskolin が同様に抗掻痒作用を示したことから、E6005 の抗






子(Nerve Growth Factor, NGF)は C 繊維を含め末梢神経の伸長・維持・
生存に関わる重要な因子として知られているが(Sofroniew et al., 2001)、
近年、痛みや痒みシグナルを修飾する因子としても注目されている。痛
みに関しては、臨床試験において抗 NGF が著効を示したことから、疼痛




ている (Toyoda et al., 2002)。またマウスアトピー性皮膚炎モデルにおい
て抗 NGF 抗体が掻破行動抑制効果を示したことが報告されており
(Takano et al., 2005)、痛みのみならず、痒み抑制のターゲット分子とし
ても注目されている。そこで本章に於いては、E6005 の NGF への作用
68 
 
を検証するために、E6005 塗布後の皮内 NGF 濃度について検討した。
また痒み過敏状態の形成過程において、NGF の長期的な作用としては表








の皮内 NGF 濃度抑制効果 
 
背景 























動物は、6~8 週齢の NC/Nga 雌マウス (日本エスエルシー株式会社、静
岡、日本)より購入し、入手後は検疫及び馴化のための 7 日間の予備飼育
期間を設け、一般状態の異常を認めず、順調な体重増加を示した動物を
試験に使用した。飼育環境条件は、温度(23  3℃)、湿度(55  15)、照明





皮内 NGF 濃度の測定 
マウス耳介部をサンプリングし、Lysis buffer (0.05% Tween 20, 400 mM 
NaCl, 0.5% bovine serum albumin)中にてヒストコロンを用いてホモジュナ
イズを行った。ホモジュネートを 12,000 × g for 10 min at 4°C の条件下で
遠心し、得られた上清を NGF 測定サンプルとした。NGF の定量は NGF E 
Max Immunoassay System (Promega; Madison, WI, USA)を用いて行い、タン




ハプテン誘発皮膚炎における皮内 NGF 濃度の検証 
Oxazolone をアセトン溶媒により 0.3%溶液を調製した。NC/Nga マウス
の両耳介部に、ピペットマンを用いて 50 L の 0.3% oxazolone 溶液を塗





度：3 の 4 段階でスコア化し、その合計点数を当該マウスの皮膚炎スコア
とした。初回感作から 14 日目の時点で、0.3% Oxazolone 溶液を塗布し
てから 6 時間後に耳介部をサンプリングし NGF 測定サンプルとした。 
E6005を評価する際には、初回感作から 11日目の時点で、10 LのE6005
溶液若しくは vehicle 溶液(acetone: EtOH =1:1)を塗布し、4 時間後に
0.3% oxazolone 溶液を塗布、さらに 6 時間後に耳介部をサンプリングし
NGF 測定サンプルとした。 
 
機械的掻破刺激による皮内 NGF 濃度の検証 
NC/Nga マウスの耳介部を automatic brush (Battery Toothbrush D 
4510; Braun GmbH; Germany) を用いて 90 秒間、機械的掻破刺激を与
えた。E6005 を評価する際には、10 L の E6005 溶液もしくは vehicle
溶液(acetone: EtOH =1:1)を塗布し、4 時間後に機械的掻破刺激を与え、





   皮膚炎誘導前の皮膚内 NGF 濃度は 5.1 pg/mg protein 程度であったが、
NC/Ngaマウスの皮膚炎スコアの上昇に伴って皮内NGF濃度の増加が認
められ約 30 pg/mg protein 程度でプラトーに達した (Figure 4-1-1)。 
Figure 4-1-1 のうち掻破行動と特に関連するスコアである擦過傷、糜  
爛スコアを抽出し再解析を行った。擦過傷もしくは糜爛を呈したマウス
個体における皮内 NGF 濃度は 30.4  1.2 pg/mg protein であったのに
対し、これらの症状が認められなかった個体は 12.0  3.1 pg/mg protein
であり、掻破行動関連症状の認められた個体では皮内 NGF 濃度が有意に
上昇していた(Figure 4-1-2)。 
E6005 の NGF への作用を検証するために、皮膚炎を誘導した NC/Nga
マウス皮疹部にE6005を単回塗布し、皮内NGF濃度について検討した。
その結果、vehicle 塗布群では皮内 NGF 濃度が 23.6  2.2 pg/mg protein
であったのに対し、0.03%, 0.1%及び 0.3% E6005 塗布群においてはそれ
ぞれ、23.4  1.4, 19.6  1.6, and 9.1  0.6 pg/mg protein であった。0.3% 
E6005 塗布群において、vehicle 塗布群と比較して有意な皮内 NGF 濃度
の低下が認められた(Figure 4-1-3)。 
正常な皮膚にブラシによる機械的に搔き刺激を与えると、刺激前には 1.6 
± 0.1 pg/mg protein であった皮内 NGF 濃度が 11.2 ± 1.0 pg/mg protein
に上昇していた。さらに予め 0.03％もしくは 0.3% E6005 を塗布してお
くと、刺激後の皮内 NGF 濃度がそれぞれ 8.0 ± 0.3, 6.5 ± 0.6 pg/mg 






Figure 4-1-1. NGF levels were increased in the allergically and mechanically 
irritated skin of NC/Nga mice 
At the fourth challenge (on day 14) the severity of dermatitis was evaluated 






Figure 4-1-2.  NGF was up-regulated in the mice with scratch related skin 
symptoms 
Excoriation and oozing score which are scratch-related skin symptom were 
extracted and re-analyzed. Static analysis was performed by unpaired t-test. 





Figure 4-1-3.  Inflammatory stimuli induced-upregulation of skin NGF level 
was suppressed by application of E6005 
At the third challenge (on day 11), E6005 or vehicle solution was applied and 
the skin NGF level was measured 6 h after the challenge. The results are 
expressed as the mean  SEM (n = 10). Static analysis was performed by 
Dunnett’s multiple comparison test. ****p  0.001 vehicle-treated versus 






Figure 4-1-4.  Mechanical stimuli induced-upregulation of skin NGF level 
was suppressed by application of E6005 
Mechanical scratching stimulation on the skin up-regulated NGF expression, 
which was suppressed by topical application of the PDE4 inhibitor E6005. 
E6005 or vehicle solution was applied to the ear 4 h before mechanical 
scratching stimulation. Skin NGF levels were measured 6 h after the 
stimulation. Results are expressed as mean ± SEM (n = 8). Static analysis 
was performed by Dunnett’s multiple comparison test. **p  0.01, ***p  





   アトピー性皮膚炎患者の免疫組織学的解析から、NGF が表皮ケラチノサ
イトに高発現していることが報告されている(Rukwied et al., 2013)。ま
たケラチノサイトに TNFなどの炎症性サイトカインを添加することで




ケラチノサイトに発現する P2Y2 受容体を介して Ca2+を起こし、ケラチ
ノサイトが活性化されることが報告されている(Tsutsumi et al., 2011)。
機械的刺激によるマウス皮内の NGF 産生上昇のメカニズムは明らかに
されていないが、機械的刺激による直接的なケラチノサイト活性化を介
した NGF 産生誘導の可能性が示唆されている。一方、PDE4 がケラチノ
サイトに発現していることが報告されており(Chujor et al., 1998)、 
PDE4 阻害剤の appremilast がケラチノサイトからの TNF-産生を抑制









第２節 マウス掻破行動における NGF の作用 
 
背景 
   NGFにはその神経栄養因子としての作用から慢性的に神経に作用して神
経の伸長や維持に関与していることが知られているが、痒み反応と関連
した急性的な作用はよく知られていない。そこで痒み過敏状態を形成す






Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)より購入した。NGF は Promega 
(Madison, WI, USA)より購入した。 
 
実験動物 
動物は、6~8 週齢の NC/Nga 雌マウス (日本エスエルシー株式会社、静
岡、日本)より購入し、入手後は検疫及び馴化のための 7 日間の予備飼育
期間を設け、一般状態の異常を認めず、順調な体重増加を示した動物を
試験に使用した。飼育環境条件は、温度(23  3℃)、湿度(55  15)、照明






   NGF による痒み増感作用の検証 
   NC/Nga マウスの両耳介部に、ピペットマンを用いて 50 L の 0.5% 
oxazolone 溶液を塗布し、初回感作を行った。初回感作から 4 日後、0.3% 
oxazolone 溶液を左耳介部に塗布し皮膚炎の誘導を行った。初回感作から
7 日後、2500 ng の NGF もしくは生理食塩水を皮膚炎誘導部位に皮内投
与し、その 30 分後に 0.005% oxazolone を塗布し、直ちに掻破行動を測
定した。 
    
掻破行動の測定 
測定の前日までに、マウスの下肢に掻破行動測定用マグネット(直径 1 






    





   Saline 若しくは NGF を予め皮内投与したマウスに非常に弱い程度のハ
プテン刺激を加えると、ハプテン刺激そのものでは有意な掻破行動の増
加は認められなかったものの、Saline 投与群(648.5 ± 69.6 回/2 h)と比較
して 2500 ng NGF を予め投与したマウスでは掻破行動回数が 896.3 ± 






Figure 4-2.  NGF increased the sensitivity to itch stimulation in NC/Nga 
mice 
Intradermally administered NGF enhanced the scratching behavior induced 
in mice. NC/Nga mice were sensitized and challenged with oxazolone. On 
day 7, saline or NGF was applied to the ear. After 30 min, mice were 
challenged with 0.005% oxazolone and then scratching behavior was 
assessed using the MicroAct system for 2 h. Results are expressed as the 
mean ± SEM (n = 23 or 24). Static analysis was performed by unpaired t-test. 










現する NGF 受容体、TrkA に NGF が作用し PLC 活性化を介して、カプ
サイシン受容体で痒み伝達神経の活動電位発生に関与する Transient 
Receptor Potential Vanilloid 1(TRPV1)の膜移行を亢進する、もしくは
TRPV1 そのものの de novo 合成を促進することなどが報告されている
(McKelvey et al., 2013)。TRPV1 は痒みシグナルを伝える知覚神経 C 繊
維に発現し、Ca2+の流入をコントロールすることで神経の発火に関与す








  アトピー性皮膚炎モデルの皮疹部において病態の悪化と共に皮内 NGF 濃
度の上昇が認められ、更に機械的な刺激によっても NGF 濃度が上昇したが、








とから、E6005 の掻破行動抑制効果の作用機序として NGF に着目して検
討を行った。但し NGF 以外にも、神経の伸長に関わる因子として artemin, 
amphiregulin, semaphorin 3A などの軸索反発因子が、神経軸索の方向性
や伸長を制御している可能性が報告されており(Ikezawa et al., 2010)、新た
な痒み治療のターゲットとして注目されていることから、E6005 の軸索反
発因子に対する作用は今後の課題である。また、C 繊維の dorsal root 






第５章 E6005 の嘔吐誘発性の検証 
 
序論・背景 
   吐き気を催すと麻酔持続時間が短縮されること、また PDE4 阻害剤によ
り麻酔持続時間が短縮されることがすでに知られている (Robichaud et 
al., 1999; 2001; 2002)。キシラジン・ケタミン誘発麻酔持続に対する短縮
作用は、PDE4 阻害薬による中枢性嘔吐誘発作用の発現頻度を反映する
ことから、このモデルを用いて比較的嘔吐誘発性が低いとされる第一世










動物は、6~8 週齢の ICR 雌マウス (日本チャールズリバー株式会社、神
奈川、日本)より購入し、入手後は検疫及び馴化のための 7 日間の予備飼
育期間を設け、一般状態の異常を認めず、順調な体重増加を示した動物
を試験に使用した。飼育環境条件は、温度(23  3℃)、湿度(55  15)、照















   E6005 は 10 mg/kg の皮下投与で麻酔持続時間を溶媒投与群と比較して
91.6 分から 66.9 分に有意に短縮した。一方、臨床における催吐作用が弱
い PDE4 阻害剤である cilomilast は 0.5 mg/kg 及び 1 mg/kg の皮下投与
で麻酔持続時間を溶媒投与群の 91.6 分からそれぞれ、57.0 分及び 56.6






Figure 5.  Effect of E6005 and Cilomilast on the duration of 
xylazine/ketamine-induced anesthesia in mice 
At 15 min following the induction of anesthesia, E6005 (5 or 10 mg/kg) or 
Cilomilast (0.5 or 1 mg/kg) was injected subcutaneously (10 μL/g). The 
duration of anesthesia was evaluated by the return of the righting reflex. 
Results are expressed as the mean  SEM (n = 7 or 8). Static analysis was 






   臨床における嘔吐作用が弱いとされている cilomilast と比較しても、
E6005 は 20 倍高い用量で初めて有意な麻酔持続時間短縮作用を示した。
PDE4 は PDE4A から PDE4D の主に 4 種のサブタイプが存在している
が、その中でも PDE4D が中枢組織で嘔吐に関わる部位にドミナントに























動物は、6~8 週齢の ICR 雌マウス (日本チャールズリバー株式会社、神
奈川、日本)より購入し、入手後は検疫及び馴化のための 7 日間の予備飼
育期間を設け、一般状態の異常を認めず、順調な体重増加を示した動物
を試験に使用した。飼育環境条件は、温度(23  3℃)、湿度(55  15)、照

















   14C -E6005 尾静注投与後の血中動態及び組織分布について検討を行った
ところ、血液中放射能は二層性に速やかに低下した。また、投与後の中





Table 6. Tissue distribution of radioactivity after a single intravenous 
administration of 
14
C-E6005 in rats 
 
Tissue Radioactive concentration (ng equivalent of E6005/g) 
5 min 1 h 8 h 24 h 168 h 
Plasma 5206  108.7 1564  105.9 28.4  1.3 3.9  0.5 ND 
Blood 3331  63.2 947.8  69.7 17.3  0.4 2.4  0.2 ND 
Cerebrum 182.9  4.3 38.8  1.3 2.9  0.7 ND - 
Cerebellum 175.8  13 39.7  2.4 3  0.5 ND - 
Pituitary gland 1754  170.5 291.8  55.1 8.1  3.5 ND - 
Medulla oblongata 162.7 9.5 39  3.8 5.2  1.1 ND - 
Spinal cord 126.3  5.5 41.8  4 4.4  0.8 ND - 
Each data represents the mean values ± SEM of four animals. ND: Not 





















た E6005 は in vitro 試験においてヒトリンパ球及び単球からの
Th1/Th2 サイトカインや IL-12、 TNFなど炎症性サイトカインの産






















メカニズムに関して、他の PDE4 阻害剤である roflumilast や細胞内
cAMP上昇薬である forskolinもまた掻破行動抑制作用を示したことか























    PDE4 阻害薬の臨床応用に関して PDE4 阻害作用に基づく嘔吐誘発性
が懸念されるところであったが、臨床的に低い嘔吐誘発性とされてき
た cilomilast と比較しても E6005 がその 20 倍程度低い催吐性である
ことが本研究により明らかにされた。これまでに開発されてきた薬剤
と比べて薬効面のみならず、主薬効発現濃度（抗アトピー性皮膚炎効
果）と副作用発現濃度の乖離、即ち safety margin という観点において
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